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Resum 
En aquest treball es va estudiar si hi havia diferencia entre el temps de germinació de les llavors 
de Digitaria sanguinalis i les espores Ustilago syntherismae per tal de que, coneixent el decalatge 
entre elles es pogués dissenyar un experiment que permetés veure les hifes infectives del fong 
penetrant als teixits de la planta. 
Es van fer dos experiments inicials amb els que vam concloure que primer era necessari fer la 
sembra de les espores del carbó i passades 24 hores fer la sembra de les llavors de la gramínia. 
Amb el decalatge de temps determinat es van plantejar diferents experiments: 
Els dos primers, basats en el mètode Ingold (1983), van consistir en fer una sembra en plaques de 
Petri amb agar malta 0,2%, sobre el que s’inoculaven teliòspores del fong i a sobre es sembraven 
les llavors de la planta. En un dels experiments s’afegia a sobre de les cariòpsides una cobertura 
d’agar malta diluït inoculat amb espores.  
El tercer experiment va consistir en posar en contacte les espores i les llavors utilitzant un mètode 
d’infiltració al buit. Aquestes es sembraven sobre paper de filtre groc humit amb solució nutritiva i 
espores. Es van fer dues repeticions amb resultats semblants. 
Les plàntules es transparentaven i tenyien per tal de fer les observacions al microscopi. 
Dels experiments amb agar malta 0,2% es va veure que la densitat d’espores i la proximitat 
d’aquestes a les llavors no era suficient per facilitar la infecció i no es va poder veure cap hifa 
infectiva entrant, ni dins de les plantes.  
Dels experiments amb paper de filtre no es van poder veure hifes infectives penetrant cap a 
l’interior, però si es van veure hifes dins de la planta.  
 
 
 
Paraules clau: Digitaria sanguinalis, Ustilago syntherismae, teliòspores, hifes, gramínia, carbó 
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Resumen 
En este trabajo se estudió si existía diferencia entre el tiempo de germinación entre las semillas de 
Digitaria sanguinalis y las esporas Ustilago syntherismae para que, conociendo el decalaje de 
tiempo entre ellas se pudiese diseñar un experimento que permitiese ver la hifas infectivas del 
hongo penetrando en los tejidos de la planta. 
Se realizaron dos experimentos iniciales con los que concluimos que primero era necesaria la 
siembra de las esporas del carbón y pasadas 24 horas hacer la siembra de las semillas de la 
gramínea. 
Una vez establecido el decalaje de tiempo se plantearon diferentes experimentos: 
Los dos primeros experimentos, basados en el método de Ingold (1983), consistían en hacer una 
siembra en placas de Petri con agar malta 0,2%, sobre el que se inoculaban teliósporas del hongo 
y encima del agar se sembraban las semillas de la planta. En uno de los experimentos se añadía 
sobre las cariópsides una cobertura de agar malta diluido inoculado con esporas. 
El tercer experimento consistía en poner en contacto las esporas y las semillas utilizando un 
método de infiltración al vacio. Estas se sembraban sobre papel de filtro amarillo humedecido con 
solución nutritiva y esporas. Se realizaron dos repeticiones con resultados parecidos. 
Las plántulas se transparentaban y se teñían para poder hacer las observaciones al microscopio.  
De los experimentos con agar malta 0,2% se vio que la densidad de esporas y la proximidad de 
éstas a las semillas no era suficiente para facilitar la infección y no se puedo ver ninguna hifa 
infectiva entrando, ni dentro de las plantas. 
De los experimentos con papel de filtro amarillo no se pudo ver hifas infectivas penetrando hacia 
el interior, pero si se vieron hifas dentro de la planta.  
 
 
 
Palabras clave: Digitaria sanguinalis, Ustilago syntherismae, teliosporas, hifas, gramínea, carbón 
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Abstract 
In this project we studied if there is a difference between the time of germination between seeds 
of Digitaria sanguinalis and Ustilago syntherismae spores. Knowing the offset time between them 
we could design an experiment that would allow view infective hyphae penetrating the plant 
tissues. 
Two initial experiments that concluded that is necessary first planting the smut spores and then 
after 24 hours the seeds of the crabgrass were performed.  
Once the offset time was established different experiments were made:  
The firsts experiments, based on Ingold method (1983), were to make a sowing in Petri dishes 
with malt agar 0,2% on that fungal spores were inoculated and above the agar the plant seeds 
were sown on which coverage diluted malt agar was added inoculated with spores. 
The third experiment consisted of contacting the spores and seeds using a vacuum infiltration 
method. These were planted on yellow filter paper wetted with nutrient solution and spores. Two 
replicates were performed with similar results.  
The seedlings were prepared and observed under the microscope. 
From experiments with 0,2% malt agar saw spore density and the proximity of these seeds was 
not sufficient to facilitate infection and cannot see any infective hyphae entering or within plants. 
From experiments with yellow filter paper could not see infective hyphae penetrating into the 
interior, but hyphae were inside the plant.  
 
 
 
 
Key words: Digitaria sanguinalis, Ustilago syntherismae, spores, loose smut, crabgrass  
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1. Introducció 
1.1. Antecedents 
Al setembre de 2004 va ser detectada la presència d’un carbó en plantes de Digitaria sanguinalis 
(L.) Scop. per part de A.M.C. Verdú i M.T. Mas en una parcel·la a la finca experimental de Torre 
Marimón (Caldes de Montbui, Vallès Oriental, Barcelona, 41º36'N 2º10'E) (Mas et al, 2006). 
La motivació principal que va impulsar l’estudi  va ser la singularitat d’aquesta interacció, només 
citada a Espanya l’any 1880 (d’un material recollit al 1875 a Màlaga) i que la distribució geogràfica 
de Digitaria sanguinalis és molt extensa (Gallart, 2009). 
1.2. Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 
S’inclou dins del grup de gramínies amb ordenació digital de la inflorescència per l’aspecte 
divergent de les ramificacions en forma d’espiga de les seves panícules. Aquestes branques tenen 
dos fileres oposades de espiguetes, disposades en un mateix pla (dístiques). Les ramificacions 
laterals estan molt pròximes entre si, semblant els dits d’una mà. (Behrendt & Hanf, 1979) 
Aquest grup inclou (Behrendt & Hanf, 1979): 
- Digitaria sanguinalis 
- Digitaria ischaemum 
 
- Digitaria scalarum 
- Digitaria adscendens 
Classificació taxonòmica: 
 
Classe:  Liliopsida 
Ordre:   Poales 
Família:  Poaceae 
Subfamília:   Panicoideae  
Gènere:   Digitaria (Langer & Hill, 1987) 
Espècie:   D. sanguinalis (L.) Scop. (Langer & Hill, 1987) 
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Noms comuns: 
 
Castellà:  Pata de gallina (Behrendt & Hanf, 1979), garrachuelo, garranchuelo o 
cebadilla, digitaria peluda (Behrendt & Hanf, 1979). 
Català:   Pota de gall o Forcadella (Folch, 1981). 
Anglès:   Crab grass, Large crabgrass o Hairy fingergrass (Behrendt & Hanf, 1979). 
Alemany:  Blut-Fingerhirse (Behrendt & Hanf, 1979). 
Francès:  Digitaire sanguine o Panic sanguin (Behrendt & Hanf, 1979). 
Italià:   Sanguinella (Behrendt & Hanf, 1979). 
 
Temps de germinació 
Gramínia anual C4 (Halvorson & Guertin 2003). Apareix entrada la primavera i estiu (Behrendt & 
Hanf, 1979). 
Hàbitat 
Està amplament distribuïda i creix tant en zones cultivades com en àrees no cultivades, 
especialment en zones de cultiu de panís, horta (Bolòs, 2005), fruitals i vinya (Behrendt & Hanf, 
1979).  
També la podem trobar als terraplens, prats mal cuidats i voreres. A l’edat mitjana va ser 
cultivada com planta alimentària (Behrendt & Hanf, 1979). 
 
Creixement 
 
Forma mates d’altura màxima de 60cm amb tiges geniculades, nusos inferiors arrelats o amb 
brots plans sobre el sòl i inflorescències ascendents (Behrendt & Hanf, 1979). 
1.2.1. Descripció morfològica 
Fulles: 
De color verd a vermell -violaci, recobert per ambdós costats per pèls sedosos i brillants, amb 
nervi central blanc–vermellós (Behrendt & Hanf, 1979) i vora blanquinosa (Bolòs, 2005).  
Beina foliar de verd a vermell–violaci amb pels ciliats llargs, especialment a les beines inferiors 
(Behrendt & Hanf, 1979). 
Fulles amplament linears (Bolòs, 2005) i la més jove enrotllada (Behrendt & Hanf, 1979). 
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Lígula membranosa, blanca, 1-2mm de llarg i retallada (Behrendt & Hanf, 1979). Sense aurícules 
(Behrendt & Hanf, 1979). 
 
Tija: 
Tiges colzades i ramificades (Behrendt & Hanf, 1979) a la base (Bolòs, 2005), llises i glabres, amb 
nusos pilosos (Behrendt & Hanf, 1979). 
 
Inflorescència: 
Formada per 3-15 raïms unilaterals, sovint violacis (Bolòs, 2005), semblants a espigues ordenades 
en forma digital (Behrendt & Hanf, 1979). 
Espiguetes comprimides pel dors, plano-convexes, reunides per parells (Bolòs, 2005). Les glumes 
inferiors molt petites i les superior tan llargues com la espigueta, finalment piloses (Behrendt & 
Hanf, 1979). 
Glumel·les tan llargues com la espigueta. La lemma aspra i pilosa, la pàlea acuminada i glabre 
(Behrendt & Hanf, 1979). 
 
Patró de germinació: 
En Digitaria sanguinalis s’han observat dos patrons de germinació diferents com es pot veure a la 
figura 1-1 (Mas & Verdú, 2014): 
El patró radicular és el més comú; segons aquesta forma primerament emergeix la radícula, i quan 
arriba a un punt de desenvolupament  adequat comença a desenvolupar-se el coleòptil.  
D’altre banda al patró coleoptilar es desenvolupa primer el coleòptil i el mesocòtil; posteriorment 
es desenvolupa la radícula i el sistema radicular.
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Figura 1-1  Desenvolupament d’una planta de Digitaria sanguinalis depenent del patró de germinació (Verdú & Mas,2014)
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1.3. Els fongs que causen els carbons 
Els carbons son malalties causades per fongs basidiomicets pertanyents al ordre dels Ustilaginals, 
caracteritzats per la producció en teixits infectats de masses de teliòspores (en aquest cas 
ustilospores), normalment negres.  
Es distribueixen per tot el món i causen pèrdues econòmiques en les collites equiparables a les 
produïdes pel rovell,  sent així una de les malalties més importants en agricultura avui dia. 
Etiologia dels carbons 
Els patògens que causen els carbons son basidiomicets de l’ordre del Ustilaginals de classe 
Teliomicets. Aquests fongs produeixen dos tipus d’espores:  
 Teliòspores (ustilòspores): Espores dicariòtiques de parets gruixudes i de color fosc 
marró que serveixen d’estructura de resistència i constitueixen les masses 
carbonoses característiques d’aquestes malalties anomenades sorus. Al germinar 
produeixen un basidi (promiceli) en el que es formen les basidiòspores haploides 
per meiosi. 
 Basidiòspores (meiòspores)  
En Ustilaginaceae es forma un promiceli septat transversalment que produeix successivament 
esporidis laterals aquests germinen i es fusionen posteriorment per formar l’estat dicariòtic. 
En el cas del gènere Ustilago, el miceli és intercel·lular septat, ocasionalment amb fíbules; els 
sorus estan compostos per una massa polsegosa d’espores, sense paret externa de cèl·lules 
fúngiques. Les teliòspores són esfèriques-ovades (com es pot veure a la figura 1-2),  amb un 
diàmetre mitjà de 10x12,5 μm.  
 
 
Figura 1-2  Grup de teliòspores de 
Ustilago syntherismae germinades i amb 
les hifes iniciant la ramificació. 
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1.3.1. El gènere Ustilago 
Cicle vital 
Els carbons son malalties causades per patògens monocíclics (Smith, 1992), que es mantenen en 
la majoria de la seva existència dins de l’hoste i per tant no propaguen la infecció durant aquesta 
part del cicle de vida (Maude, 1996). Es pot veure l’esquema del cicle vital dels carbons a la figura 
1-3. 
 
 
Figura 1-3  Cicle vital dels carbons redibuixat a partir de Maude (1996) 
Al cicle biològic de la família Ustilaginaceae les teliòspores formen, desprès de la germinació, un 
basidi (promiceli septat), sobre el que es formen les basidiòspores (esporidis); la meiosi dels nuclis 
diploides succeeix en les teliòspores madures o en el promiceli. Els tres septes formats en el 
promiceli separen els quatre nuclis haploides i les basidiòspores van brotant de manera indefinida 
de les cèl·lules del basidi.  
La plasmogàmia pot realitzar-se, bé directament entre les basidiòspores o bé mitjançant tubs 
copulatius. El miceli dicariòtic resultant pot d’aquesta manera envair els teixits de l’hoste. En 
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alguns casos, com en Ustilago maydis, la plasmogàmia pot succeir dins del teixit de la planta 
infectada mitjançant l’anastomosi de hifes haploides de diferents tipus (Maude, 1996). Es pot 
veure el cicle vital dels Ustilaginomicets a la figura 1-4. 
 
Figura 1-4  Cicle vital dels Ustilaginomicets. Redibuixat a partir de Bauer 
i Oberwinkler (1997) 
En el cas d’Ustilago syntherismae es poden veure similituds amb el cicle d’Ustilago hordei, com es 
pot veure a la figura 1-6, ja que en ambdues espècies la dispersió del fong succeeix fora de 
l’interior de la llavor. En Ustilago hordei les basidiòspores representen la fase haploide i es 
reprodueix amb la formació de nombrosos esporidis. La fusió de dos esporidis oposats dona com 
a resultat la formació del miceli dicariòtic infectiu (Espinoza et al., 2002), com es pot veure a la 
figura 1-5. 
 
 
Figura 1-5  Fusió de dos esporidis d’Ustilago hordei 
formant una hifa (Hu et al., 2002). 
20   
 
 
Figura 1-6  Diagrama de desenvolupament de la infecció d’Ustilaginals en 
cereals. El cas A, en que el fong roman dins de l’embrió de la llavor com 
és el cas d’Ustilago tritici. I el cas B, on es formen teliòspores que queden 
a la paret de la llavor com és el cas d’Ustilago hordei (Singh & Mathur, 
2004). 
 
Estudi del desenvolupament del basidi en Ustilaginals 
Durant la dècada dels 80, Ingold (1983,1989) va estudiar el desenvolupament del basidi en 
diferents espècies d’Ustilago (U. avenae, U. violacea, U. tritici, etc) utilitzant un mètode de sembra 
amb agar malta 0,2% en placa de Petri, que permetia allargar la supervivència del fong i facilitar la 
seva observació (en aquest treball l’anomenarem mètode Ingold). 
Com es pot veure a la figura 1-7, els resultats obtinguts mostren les diferents formes de 
desenvolupament dels basidis, les diferents estructures de les hifes o la aparició d’esporidis 
segons l’espècie d’Ustilago.  
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Figura 1-7. Diagrama de variacions del desenvolupament del basidi en diferents espècies 
d’Ustilago (Ingold, 1989). 
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Dispersió i supervivència 
En general, els carbons sobreviuen com teliòspores sobre llavors contaminades o bé en plantes 
infectades, en restes vegetals o en el sòl. També es dona la supervivència dins la llavor mantenint-
se com a miceli latent en qualsevol part de l’embrió, exceptuant la radícula. 
La dispersió de les teliòspores pot ser mitjançant el vent, malgrat que només es desplacen a 
curtes distàncies i romanen al terra fins a infectar les plantes en germinació. En el cas de Ustilago 
maydis el cicle comença quan les teliòspores es dispersen per la pluja cap a plantes més joves o 
quan els esporidis son dispersats per la pluja o vent a plantes sanes (Hurtado, 2008). 
 
Infecció i desenvolupament de la malaltia 
La majoria de carbons infecten teixits meristemàtics i es desenvolupen amb ells a mesura que la 
planta creix. La infecció pot ser sistèmica o localitzada, sent el creixement miceliar 
fonamentalment intercel·lular (Smith, 1992). 
Els fongs fitopatògens presenten dues rutes d’infecció possibles (Maude, 1996): 
 DIRECTES: infecció sistèmica via teixits de la planta mare fins a l’embrió de la llavor. 
 
 INDIRECTES: es dona quan els individus presents a les inflorescències malaltes son 
transportats afectant les flors i llavors o les parts de les plantes sanes. Aquest 
mètode és el present en la majoria dels carbons del gènere Ustilago. 
Infecció interna de llavor 
A partir del miceli que infecta internament la llavor la infecció esdevé sistèmica. El miceli del fong 
s’activa quan la llavor germina i creix intercel·lularment per totes les parts de la planta adulta 
(Singh & Mathur, 2004). 
La malaltia s’expressa en l’ovari desenvolupant llavors amb abundància de teliòspores. Les 
teliòspores formades es dispersen des de les espigues infectades, coincidint  amb l’obertura de les 
flors de les plantes sanes.  
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Un cop dins de les flors sanes, les teliòspores produeixen basidiòspores que formen hifes 
haploides. Quan es troben dos hifes haploides compatibles donen com a resultat un miceli 
dicariòtic que entra a traves de l’estigma o les parets de l’ovari i envaeix els teixits.  
El miceli es quedarà inactiu fins que es produeixi la germinació de la llavor. 
Infecció de les plàntules 
Un cop les teliòspores es troben amb la planta hoste, bé sigui per trobar-se en el pericarpi de la 
llavor o a través de teliòspores presents en el sòl provinents de la recol·lecció, la germinació dels 
esporidis infectaran a traves del coleòptil de la planta produint la infecció sistèmica (Smith, 1992). 
En algunes espècies, les teliòspores germinen per a formar un promiceli, en el qual el nucli 
diploide experimenta una divisió que donarà lloc a l’esporidi primari (basidiòspores). L’esporidi 
primari produeix un esporidi secundari, en aquest cas l’esporidi es fusiona amb altres esporidis 
compatibles formant una hifa dicariòtica infecciosa, penetrant en els coleòptils que estan 
germinant (Singh & Mathur, 2004). 
Les plàntules només són susceptibles a ser infectades durant un breu període de temps. Un cop 
dins de la planta el miceli penetra intercel·lularment pel parènquima fins a arribar al primordi 
floral (Smith, 1992).  
Detecció de la presència del fong a la planta i signes de la malaltia 
L’evidència del fong a la planta es té quan són visibles les masses negres de teliòspores (sorus) en 
els corresponents òrgans vegetals.  Aquests sorus es poden formar en les inflorescències o en 
altres parts de la planta (fulles, fruits, tiges i arrels).  
A més, depenent dels patosistemes, es poden observar signes de la malaltia com ara la reducció 
de creixement, el baix desenvolupament del sistema radicular, la disminució de filloleig, fins i tot 
mortalitat de plantes. Altres cops els símptomes no són perceptibles fins a l’espigat (Smith, 1992). 
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1.4. El patosistema Digitaria sanguinalis - Ustilago syntherismae 
Síntesi dels coneixements que a dia d'avui es tenen de la interacció 
Avui en dia encara no es té certesa sobre com Ustilago syntherismae infecta als seus hostes.  
Sí que s’ha comprovat que la llavor de Digitaria sanguinalis no és portadora de les espores i que la 
infecció del carbó es dona quan les teliòspores entren amb contacte o bé amb les parets de la 
llavor (esperant que germini) o bé romanent al sòl pròxim a la plàntula germinada (Johnson & 
Baudoin, 1997). 
D’altra banda és important per a què es doni infecció que hi hagi una coordinació entre la 
germinació de les llavors i la de les espores ja que la plàntula només és vulnerable quan és molt 
jove (Fischer & Holton, 1957), sent molt improbable la possibilitat d’infecció a partir del 7 dies 
d’emergència al sòl (Johnson & Baudoin, 1997). 
També s’ha observat que es poden distingir quatre variacions entre plantes (Mas & Verdú, 2014):  
 Plantes que eviten la infecció  
 Plantes infectades que no desenvolupen malaltia 
 Plantes “especials” parcialment infectades i parcialment tolerants 
 Plantes totalment vulnerables 
En un experiment dut a terme per M.T. Mas i A.M.C. Verdú es va observar que les llavors amb 
patró radicular mostraven una susceptibilitat major a ser infectades per U. syntherismae que no 
pas llavors amb patró coleoptilar. Això pot ser degut a que durant la elongació de la radícula (al 
patró radicular) es dona un període de temps en que les bràctees de l’espigueta es mantenen 
separades. D’altra banda els individus amb patró coleoptilar poden presentar mecanismes de 
resistència genètica (Mas & Verdú, 2014). 
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2. Objectius 
L’objectiu general consisteix en estudiar les pautes temporals en la germinació de les espores 
d’Ustilago syntherismae i de les llavors de Digitaria sanguinalis. Aquest coneixement ens serà 
útil en les metodologies per infectar “in vitro” plàntules de Digitaria sanguinalis. 
Un primer objectiu concret es conèixer si es dona decalatge temporal en la germinació 
d'ambdues estructures i arribar a acotar el temps d'aquest decalatge. 
Un segon objectiu consistirà en estudiar per quina part o parts de les plàntules de Digitaria 
sanguinalis es produeixen els processos infectius, és a dir l'entrada d'estructures fúngiques (i 
quines) en la plàntula, establint com hipòtesis de partida que és en qualsevol punt de la superfície 
de la plàntula es pot donar l’entrada del fong. 
Un tercer objectiu de caire metodològic consistirà en provar l'eficàcia de diferents sistemes per 
obtenir germinació i desenvolupament inicial del fong.  
Un quart objectiu tracta d’estudiar la formació del basidi comparant amb els estudis realitzats per 
Ingold (1983, 1989). 
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3. Material i mètodes 
3.1. Disseny de l’experiment per determinar el temps de germinació 
de Digitaria sanguinalis 
En aquesta primera part es va fer un experiment de germinació de les cariòpsides de Digitaria 
sanguinalis per determinar les hores necessàries per la germinació del major número de llavors i a 
més comprovar que la elongació del mesocòtil fos suficient per facilitar la infecció. 
L’experiment es va iniciar el 3 de Febrer i va concloure el dia 7 de Febrer del 2014 al laboratori 022 
de la ESAB. 
Les dades d’aquest experiment han estat analitzades mitjançant el programa estadístic Minitab® 
16.0.1. 
Material vegetal 
El material vegetal utilitzat van estar llavors de Digitaria sanguinalis recollides l’any 2012 al 
hivernacle de ESAB, prèviament separades de les espigues i processades per tal d’eliminar part de 
les impureses. 
Totes les plantes de les que es van obtenir les llavors eren individus sans que no presentaven 
malaltia ni total ni parcial. 
Preparació del material 
Preparació de les llavors de Digitaria sanguinalis 
Primerament es va optar per retirar les glumes i les glumel·les d’un grup de cariòpsides per tal 
d’afavorir l’observació i el recompte de individus germinats. 
Al estar en contacte amb un medi no estèril com és l’hivernacle de l’ESAB, les cariòpsides podien 
presentar diferents contaminants (fongs, bacteris, etc) que poden alterar el curs de la prova. Per 
això el pas previ a realitzar els experiments va ser la neteja de les llavors. Aquesta operació 
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consisteix en submergir la quantitat de llavors necessària en una solució d’hipoclorit sòdic (NaClO) 
al 5% i agitar enèrgicament durant 10 minuts. Posteriorment es retira l’hipoclorit i es renta amb 
aigua destil·lada.  
Preparació d’agar malta 0,2% 
Com a substrat de creixement per les cariòpsides es va optar per utilitzar plaques amb agar malta 
al 0,2% seguint la fórmula: 
                                                                
El procediment de preparació es pot trobar a l’annex A. 
L’agar es va distribuir uniformement després de l’autoclavat a les plaques de Petri estèrils. 
Aquest medi ens ofereix les condicions adequades per al desenvolupament de les llavors en les 
necessitat d’humitat i substrat els primers dies, des de la sembra fins la germinació i elongació del 
mesocòtil. 
Procediment de l’experiment 
Posteriorment a la preparació de les plaques amb agar malta 0,2% i la adequació de les llavors de 
Digitaria sanguinalis es va realitzar la sembra d’aquestes en 24 plaques de Petri amb agar malta 
0,2%.  
Aquestes 24 plaques es van distribuir en dos grups: 
 8 Plaques tapades amb paper de plata després de la sembra per tal que no hi 
incidís la llum de la cambra d’incubació. 
 16 plaques que romandran les primeres 24 hores exposades a la llum de la cambra. 
Per tal d’obtenir dades analitzables es va mesurar la llargària total de cada plàntula i la elongació 
del mesocòtil de cada individu. La mesura és va realitzar sobre una regla, estirant la plàntula, 
sense que es trenqués. A continuació es feia una fotografia de la plàntula (en les mateixes les 
plàntules arquegen una mica). 
El procediment de destapat i mesura de les plàntules es va donar en 4 etapes: 
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i. El dia posterior (24 hores) a la sembra, passades exactament 24 hores, es van obrir 
2 plaques tapades inicialment. Es van realitzar les mesures i es van tornar a tapar. A 
més es van tapar les 16 plaques que van romandre 24 hores exposades a la llum de 
la cambra. 
ii. Passades 48 hores es van obrir 3 plaques del grup tapat inicialment i 8 plaques del 
grup de les exposades 24 hores a la llum. Es van realitzar les mesures i es van 
tornar a tapar. 
iii. Passades 72 hores es van obrir 3 plaques del grup tapat inicialment i 8 plaques del 
grup de les exposades 24 hores a la llum. Es van realitzar les mesures i es van 
tornar a tapar. 
iv. Passades 96 hores es van obrir 8 plaques del grup de les exposades 24 hores a la 
llum i que van ser obertes a les 48 hores. Es van realitzar les mesures. 
3.2. Disseny de l’experiment per determinar temps de germinació de 
Ustilago syntherismae 
En aquesta segona part es va fer un experiment de germinació de les teliòspores de Ustilago 
syntherismae per determinar les hores necessàries per a què el major nombre possible d’aquestes 
haguessin germinat i així facilitar la infecció. 
L’experiment es va iniciar el 10 de Febrer i va concloure el dia 14 de Febrer del 2014 al laboratori 
022 de la ESAB. 
Material fúngic 
El material fúngic utilitzat van ser teliòspores de Ustilago syntherismae obtingudes de plantes 
totalment infectades (sorus en totes les espiguetes) procedents de Torre Marimón al Setembre 
del 2012.  
La extracció de les espores es va fer manualment 
separant les masses de teliòspores conservades dins de 
cada espigueta i posteriorment fent-les passar per un 
sedàs com es pot veure a la figura 3-1. 
Figura 3-1  Procés d’extracció de teliòspores d’Ustilago 
syntherismae d’una espigueta de Digitaria sanguinalis. 
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Preparació d’agar malta 0,2% 
Com a substrat de creixement per les teliòspores es va optar per utilitzar plaques amb agar malta 
al 0,2% (basat en el mètode dissenyat utilitzat per Ingold, 1983), tal i com es va fer a l’experiment 
per determinar la germinació de les cariòpsides de Digitaria sanguinalis, seguint la fórmula: 
                                                                
El procediment de preparació es pot trobar a l’annex A. 
Procediment de l’experiment 
Un cop que es tenien les plaques amb agar malta 0,2% preparades es va procedir a la preparació 
de la solució d’espores per obtenir una densitat de sembra adient per facilitar l’observació de les 
preparacions. 
Per realitzar la solució d’espores es van mesurar 0,02 grams de teliòspores lliures d’impureses i es 
van afegir en una solució de 1,25 ml d’aigua destil·lada amb 0,25 ml de Tween® al 0,001%. El 
Tween® ens ajudarà a evitar que per forces d’atracció entre les teliòspores es formin aglomerats 
d’espores que complicarien molt la tasca d’observació. 
D’aquesta solució inicial es van agafar 0,1 ml i es van afegir en 1 litre de NaClO diluït al 0,2%. 
                                                          
Un cop vam tenir la solució d’espores final vam afegir 0,5 ml amb una pipeta estèril a cada una de 
les plaques. Es van tapar les 10 plaques i es van introduir a la cambra. 
3.3. Dissenys basats en el mètode de Ingold 
Disseny de l’experiment d’infecció de cariòpsides de Digitaria sanguinalis amb teliòspores 
de Ustilago syntherismae sobre agar malta 0,2% 
Un cop determinat el decalatge de temps entre la germinació de les cariòpsides de Digitaria 
sanguinalis i de les teliòspores de Ustilago syntherismae es va dissenyar aquest experiment per tal 
d’afavorir la infecció al punt òptim del carbó i la gramínia. 
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L’experiment es va iniciar el dia 21 de Febrer de 2014  a les 8:00 a.m. 
Material vegetal 
El material vegetal utilitzat van estar llavors de Digitaria sanguinalis recollides l’any 2012 al 
hivernacle de ESAB, prèviament separades de les espigues i processades per tal d’eliminar part de 
les impureses. 
Totes les plantes de les que es van obtenir les llavors eren individus sans que no presentaven 
malaltia ni total ni parcial. 
Preparació del material 
3.3.1.1.1 Preparació de les llavors de Digitaria sanguinalis 
Primerament es va optar per retirar les glumes i les glumel·les d’un grup de cariòpsides per tal 
d’afavorir la infecció del fong. 
Al estar en contacte amb un medi no estèril com és l’hivernacle de l’ESAB, les cariòpsides podien 
presentar diferents contaminants (fongs, bacteris, etc) que poden alterar el curs de la prova. Per 
això el pas previ a realitzar els experiments va ser la neteja de les llavors. Aquesta operació 
consisteix en submergir la quantitat de llavors necessària en una solució d’hipoclorit sòdic (NaClO) 
al 5% i agitar enèrgicament durant 10 minuts. Posteriorment es retira l’hipoclorit i es renta amb 
aigua destil·lada.  
3.3.1.1.2 Preparació d’agar malta 0,2% 
Com a substrat de creixement per les cariòpsides i les teliòspores es va optar per utilitzar plaques 
amb agar malta al 0,2% seguint la fórmula: 
                                                                
El procediment de preparació es pot trobar a l’annex A. 
L’agar es va distribuir uniformement després de l’autoclavat a les plaques de Petri estèrils. 
Infecció de Digitaria sanguinalis per Ustilago syntherismae: 
Ajust del decalatge de la germinació d’espores i de llavors  31 
Escola Superior d’Agricultura de Barcelona 
UPC - BarcelonaTech 
Material fúngic 
El material fúngic utilitzat van ser teliòspores de Ustilago syntherismae obtingudes de plantes 
totalment infectades (sorus en totes les espiguetes) procedents de Torre Marimón al Setembre 
del 2012. 
Procediment de l’experiment 
Es va iniciar l’experiment a les 8:00 del matí per deixar 12 hores entre la sembra de les teliòspores 
i la sembra de les cariòpsides.  
A les 8:00 a.m. es realitza una solució amb les teliòspores. Per realitzar la solució d’espores es van 
mesurar 0,02 grams de teliòspores lliures d’impureses i es van afegir en una solució de 1,25 ml 
d’aigua destil·lada amb 0,25 ml de Tween® al 0,001%. D’aquesta solució inicial es van agafar 0,1 
ml i es van afegir en 1 litre de NaClO diluït al 0,2%. 
                                                          
Es va deixar la solució d’espores a la cambra de germinació per que s’iniciés el procés. 
A les 20:00 hores (passades 12 hores després de la preparació de la solució d’espores) es van 
afegir 0,5 ml amb una pipeta estèril a cada una de les plaques amb agar malta 0,2%.  
Es van pelar 100 cariòpsides, es van netejar amb el procediment de preparació i es van sembrar 6 
llavors per placa.  
Es van tancar i tapar amb paper de plata les plaques fins a 48 hores posteriors a la solució 
d’espores.  
3.3.1.1.3 Preparació de les mostres per observar-les al microscopi. 
3.3.1.1.3.1 Transparentat de les mostres 
Per poder observar a través dels teixits de les plàntules es va realitzar el procés de transparentat 
d’aquestes. Aquest procés consisteix en submergir les plàntules en una gerreta (es poden veure a 
la figura 3-2) amb una solució de NaOH al 5% durant 3 hores a 60°C , tapant les gerretes per evitar 
la evaporació de la solució. 
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Figura 3-2  Gerretes amb NaOH 5% amb plàntules de Digitaria sanguinalis 
transparentant-se sobre una placa calefactora. 
3.3.1.1.3.2 Tinció de les mostres 
Un cop transparentades les plàntules, es renten amb aigua destil·lada i es submergeixen en blau 
de toluïdina durant 15 minuts. 
3.3.1.1.3.3 Preparacions pel microscopi 
Les plàntules tenyides es renten de nou amb aigua destil·lada i es distribueixen sobre un 
portaobjectes amb alcohol de polivinil diluït. Es col·loca un cobreobjectes i es laca la preparació 
per tal d’augmentar el temps de conservació. 
Es van realitzar una sèrie de preparacions durant els 4 dies posteriors a l’inici de la prova. Una 
d’aquestes preparacions es pot veure a la figura 3-3. 
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Figura 3-3  Preparació amb 5 plàntules de Digitaria sanguinalis 
transparentades, tenyides i situades en el portaobjectes per l’observació 
al microscopi. 
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Disseny de l’experiment d’infecció de cariòpsides de Digitaria sanguinalis amb teliòspores 
de Ustilago syntherismae sobre agar malta 0,2% i recobertes d’agar malta diluït 
Amb el procediment similar que l’experiment anterior d’infecció de cariòpsides de Digitaria 
sanguinalis amb teliòspores de Ustilago syntherismae sobre agar malta 0,2%, es va provar d’afegir 
agar malta més diluït (amb consistència viscosa) amb teliòspores per afavorir la infecció. D’altra 
banda es va augmentar la quantitat d’espores que s’afegien a les plaques per augmentar les 
possibilitats d’infecció. 
El material fúngic, vegetal i la preparació del material va ser la mateixa que l’experiment anterior. 
L’experiment es va iniciar el 28 de febrer del 2014. 
Procediment de l’experiment 
Es va iniciar l’experiment a les 8:00 del matí per deixar 12 hores entre la sembra de les teliòspores 
i la sembra de les cariòpsides.  
A les 8:00 a.m. es va realitzar una solució amb les teliòspores. Per realitzar la solució d’espores es 
van mesurar 0,02 grams de teliòspores lliures d’impureses i es van afegir en una solució de 1,25 
ml d’aigua destil·lada amb 0,25 ml de Tween® al 0,001%. . 
D’aquesta solució inicial es van agafar 0,1 ml, 0,2 ml, 0,3ml i 0,4ml i es van afegir en 1 litre de 
NaClO diluït al 0,2%.. A més es van preparar 4 tubs amb agar malta diluït que es van col·locar 
sobre les cariòpsides com es pot veure a la figura 3-4.  
                                                          
Es van deixar les solucions d’espores a la cambra de germinació per què s’iniciés el procés. 
A les 20:00 hores (passades 12 hores després de la preparació de la solució d’espores) es van 
afegir 0,5 ml amb una pipeta estèril a cada una de les plaques amb agar malta 0,2%. 5 plaques per 
a cada flascó de solució. I 5ml a cada tub d’agar malta diluït. 
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Figura 3-4  Esquema de distribució de les solucions  amb diferents 
concentracions d’espores d’Ustilago syntherismae en plaques de Petri. 
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Es van pelar 200 cariòpsides, es van netejar amb el procediment de preparació i es van sembrar 6 
llavors per placa. Després de la sembra es va aplicar una cobertura amb agar malta diluït sobre 
cada llavor. La distribució de l’agar es pot veure a la figura 3-5. 
 
Figura 3-5  Distribució de la cariòpside de Digitaria sanguinalis i l’agar 
malta 0,2% a la placa de Petri. 
Es van tancar i tapar amb paper de plata les plaques fins a 48 hores posteriors a la solució 
d’espores. Es van realitzar les preparacions i les observacions (com es pot veure a la figura 3-6) 
igual que a l’experiment anterior. 
 
Figura 3-6  Preparació al microscopi òptic per la seva posterior observació. 
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3.4. Disseny de l’experiment d’infecció amb cambra de buit de llavors 
de Digitaria sanguinalis i teliòspores de Ustilago syntherismae 
en paper de filtre groc. 
Per últim vam experimentar amb el mètode utilitzat per Jorba (Jorba Pedrosa, 2014). Aquest 
consisteix en introduir un grup de cariòpsides dins d’un tub amb solució d’espores concentrat i 
aplicar-li el buit dins d’una cambra de buit. Això afavoreix que les teliòspores del fong penetrin 
dins les glumes i les glumel·les i es redueix l’espai de separació entre les espores i les llavors. 
El material fúngic, vegetal i la preparació del material va ser la mateixa que l’experiment anterior.  
En aquest cas es van fer dos repeticions d’aquest experiment; la primera s’inicia el 19 de Març de 
2014 i la segona s’inicia el dia 4 de Juny del 2014. 
Procediment de l’experiment 
El primer pas va ser la preparació de la solució nutritiva amb Tween®. Es van introduir 150ml de 
solució nutritiva amb Tween® i es van afegir 0,04 grams d’espores de Ustilago syntherimae, 
agitant la solució. Es va deixar tapada amb paper de plata 48 hores a la cambra d’incubació. 
Passades 24 hores de la preparació de la solució d’espores es van rentar 625 llavors de Digitaria 
sanguinalis, sense pelar, segons el procediment de rentat aplicat en els experiments anteriors (10 
minuts amb NaClO 5%).  
Tot seguit vam introduir 0,50 grams de llavors (que corresponen aproximadament a 650 llavors 
per la relació 1000 llavors = 0,69 grams (Gallart González-Palacio, 2009) amb 0,02 grams d’espores 
dins d’un tub, agitant durant 5 minuts. Aquest tub s’introdueix a la cambra de buit (com es pot 
veure a la figura 3-7) durant 3 sessions de 10 minuts a 800 mbars de pressió i descansos de 2 
minuts entre cada sessió. 
El tub es deixa reposar, tapat, en una zona fosca durant 24 hores. 
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Figura 3-7  Cambra de buit amb el tub d’assaig continent de la solució de 
teliòspores d’Ustilago syntherismae en contacte amb cariòpsides de 
Digitaria sanguinalis a l’interior. 
Després de 24 hores de la preparació al buit i 48 hores de la preparació de la solució nutritiva, es 
van sembrar 25 plaques de Petri amb paper de filtre groc (paper especial per a la germinació de 
llavors, es pot veure una mostra d’aquestes plaques a les figures 3-8 i 3-9). A cada placa es  van 
distribuir 25 llavors. Es van tapar en grups de 9-8-8 amb paper de plata i es van deixar 48 hores en 
la cambra d’incubació. 
Passades les 48 hores es van destapar el primer grup de 9 plaques i es va iniciar el procés de 
muntatge de les preparacions igual que als anteriors experiments. Es pot veure una placa a la lupa 
binocular a la figura 3-10. 
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Figura 3-8  Cambra d’incubació amb plaques de paper filtre groc amb 
plàntules de Digitaria sanguinalis a l’interior. 
 
Figura 3-9  Mostra d’una placa de Petri amb paper filtre groc amb plàntules de Digitaria 
sanguinalis. 
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Figura 3-10  Plàntules de Digitaria sanguinalis situades en la lupa binocular 
per la seva posterior selecció pel procés de transparentat.  
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4. Resultats i discussió 
4.1. Resultats i discussió de l’experiment per determinar temps de 
germinació de Digitaria sanguinalis  
Durant l’experiment es va seguir el desenvolupament de les plàntules per decidir quin seria el 
moment més adient per a que es produeixi la infecció. Es van prendre dades sobre: mesura de la 
elongació del mesocòtil, nombre de llavors germinades i nombre de llavors amb elongació o sense 
elongació del mesocòtil. A més s’han pres altres mesures, però no s’han utilitzat en el treball. 
Primer grup: llavors de Digitaria sanguinalis col·locades en cambra amb condicions de 
foscor des de l’inici. 
Del primer grup de llavors (tapades inicialment) es van obtenir les mesures de la taula 4-1 on es 
pot veure que el percentatge de germinació a les 48 hores de ser sembrades és molt alt (100%) i 
un 76,47% de les plàntules han iniciat la elongació del mesocòtil. De les llavors destapades a les 
72h es va observar un 94,44% de germinació i un 77,78% de plàntules que havien iniciat la 
elongació del mesocòtil. La caiguda del percentatge de germinació en el grup de llavors de 72h 
pot ser deguda a la probabilitat que algunes de les llavors que es van utilitzar fossin inviables. 
A la taula 4-2 podem veure l’anàlisi de les diferencies de les mitjanes d’elongació del mesocòtil de 
les plàntules de Digitaria sanguinalis. Les plàntules destapades a les 48 hores van experimentar un 
creixement mitjà de 1,392 mm i les destapades a les 72 hores van experimentar un creixement 
mitjà de 6,739 mm. Els dos grups diferents ens indiquen les que diferències entre les mitjanes 
d’elongació son significativament diferents entre elles per una P<0,05. 
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Taula 4-1 Germinació i elongació de les llavors de Digitaria sanguinalis col·locades 
en cambra amb condicions de foscor. 
 
 
 
Taula 4-2 Longitud mitjana (mm) i error estàndard de la mitjana (ES) de les 
plàntules de Digitaria sanguinalis col·locades en cambra amb condicions de 
foscor en dos períodes de temps. 
Temps (h) Mitjana (ES) Grup (Tukey) P 
48 1,392 (0.221) A 0,000 
72 6,739 (1.034) B 
 
Mitjanes amb diferent lletra són significativament diferents (P<0.05). 
Segon grup: llavors de Digitaria sanguinalis col·locades en cambra amb condicions de 
foscor a les 24 hores. 
Del segon grup de llavors de Digitaria sanguinalis (tapades 24 hores després de la sembra) es va 
observar (com es pot veure a la taula 4-3) que a les 48 hores, un 95% de les llavors havien 
germinat i un 84,21% del total havien iniciat el procés d’elongació. I que a les 72 hores, totes les 
llavors havien germinat i un 86,96% del total havien iniciat el procés d’elongació. 
 
 Taula 4-3 Germinació i elongació de llavors de Digitaria sanguinalis col·locades en 
cambra i posades en condicions de foscor a les 24 hores posteriors a la sembra. 
 
 
 
 Temps  
 48 hores 72 hores 
Llavors germinades (%) 100 94,44 
Llavors elongades (%) 76,47 77,78 
 Temps  
 48 hores 72 hores 
Llavors germinades (%) 95,00 100 
Llavors elongades (%) 84,21 86,96 
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 Taula 4-4 Longitud mitjana (mm) i error estàndard de la mitjana (ES) de les 
plàntules de Digitaria sanguinalis col·locades en cambra amb condicions de 
foscor a les 24 hores posteriors a la sembra, i mesurades en dos períodes de 
temps. 
Temps (h) Mitjana (ES) Grup (Tukey) P 
48 0,500 (0,000) A 0,000 
72 4,189 (0,393) B 
 
Mitjanes amb diferent lletra són significativament diferents (P<0.05). 
A la taula 4-4 podem veure l’anàlisi de les diferencies de les mitjanes d’elongació del mesocòtil de 
les plàntules de Digitaria sanguinalis del segon grup. Les plàntules destapades a les 48 hores van 
experimentar un creixement mitjà de 0,500  mm i les destapades a les 72 hores van experimentar 
un creixement mitjà de 4,189 mm. Els dos grups diferents ens indiquen les que diferencies entre 
les mitjanes d’elongació son significativament diferents entre elles per una P<0,05. 
Al primer grup de llavors, la diferencia tan exagerada del creixement del mesocòtil entre les 48 
hores i les 72 hores és deguda al canvis fisiològics interns de les plàntules, ja que amb 48 hores no 
tots els mecanismes que permeten l’elongació estan actius i per tant la velocitat de creixement 
del mesocòtil es inferior a les 48 hores que a les 72 hores. 
Les plantes tapades inicialment experimenten una major elongació del mesocòtil en les primeres 
72 hores que no pas les que van estar 24 hores descobertes. Això és degut a que la presència de 
llum estimula el creixement de la primera fulla i la planta deixa d’elongar-se.   
Per tant el punt òptim per a que el fong trobi superfície apta per a infectar es trobaria a partir de 
les 24 hores de sembra dins la cambra amb condicions de foscor des de l’inici. 
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A continuació s’inclouen unes mostres de plantes de Digitaria sanguinalis (figures 4-1, 4-2 i 4-3) de 
com evoluciona al llarg dels primers dies: 
 
Figura 4-1. Es pot veure una planta de Digitaria sanguinalis amb 48 hores tapada i 48 hores 
destapada. S’aprecia com el mesocòtil ha deixat d’elongar-se, la primera fulla ha crescut i la 
coloració verda d’aquesta indica que ha iniciat la producció de clorofil·la. 
 
Figura 4-2. Es pot observar una planta de Digitaria sanguinalis amb 120 hores tapada i 24 
hores destapada. S’aprecia com el mesocòtil s’ha elongat molt, la primera fulla inicia el 
creixement i es comença a observar la coloració verda que indica que s’ha iniciat la producció 
de clorofil·la. 
 
 Figura 4-3. Es pot observar una planta de Digitaria sanguinalis amb 264 hores tapada. El 
mesocòtil s’ha elongat molt i la primera fulla encara no ha iniciat el creixement. Com que no ha 
estat exposada a la llum la primera fulla no presenta producció de clorofil·la. 
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4.2. Resultats i discussió de l’experiment per determinar temps de 
germinació de Ustilago syntherismae 
L’experiment es va iniciar el dilluns  10 de Febrer al matí i es van tapar amb paper de plata. 
Dimarts 11 de Febrer es van iniciar les observacions. Aquestes es realitzaven tallant una parcel·la 
aleatòria d’agar amb espores i observant a través del microscopi l’estat de les teliòspores. 
L’anàlisi de les dades d’aquest experiment han estat analitzades mitjançant el programa estadístic 
Minitab® 16.0.1. 
Passades 24 hores es va observar que hi havien molt poques espores germinades i les hifes 
d’aquestes eren molt curtes. 
Passades 48 hores es va observar que el 66,7 % de les espores havien germinat com es pot veure a 
la taula 4-5 i que un 82% de les espores havien iniciat el procés de ramificació. 
Amb aquestes dades es va observar que el moment òptim per que les espores infectin les plantes 
es dona a les 48 hores posteriors a la seva sembra. 
Taula 4-5 Germinació i ramificació de les teliòspores de Ustilago syntherismae 
amb 48 hores posteriors a la sembra en placa de Petri seguint el mètode de 
Ingold. 
Teliòspores germinades 66,70% 
             Teliòspores ramificades 82,00% 
             Teliòspores no ramificades 18,00% 
 
La ramificació de les teliòspores es un procés important per la supervivència del fong pel fet que 
una major ramificació de les hifes permet una major superfície explorada de l’entorn i, malgrat 
que no es coneix si totes les hifes produïdes esdevenen hifes infectives, es facilita la possibilitat de 
trobar un hostatger.  
D’altre banda en cap de les teliòspores de Ustilago syntherismae observades es va veure la 
producció d’esporidis.  
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A la figura 4-4 es pot veure una teliòspora d’Ustilago syntherismae amb 48 hores iniciant la 
ramificació de les hifes. A l’annex B s’inclouen una sèrie de figures amb diferents estructures de 
ramificació.  
 
Figura 4-4  Teliòspora de Ustilago syntherismae germinada i ramificada. 
4.3. Resultats de l’experiment d’infecció de cariòpsides de Digitaria 
sanguinalis amb teliòspores de Ustilago syntherismae segons el 
mètode de Ingold 
En el primer experiment realitzat fent servir el mètode de Ingold, durant els 4 dies posterior a la 
sembra es van dur a terme diferents preparacions per veure si es trobava infecció, però en cap de 
les preparacions es va observar cap hifa del fong entrant ni dins de la planta. 
Altre cop durant els 4 dies posteriors  a la sembra del segon experiment es van dur a terme 
diferents preparacions per veure si es trobava infecció, però en cap de les preparacions es va 
observar cap hifa del fong entrant ni dins de la planta clarament. 
En una de les plaques es va observar la estructura de la imatge 4-5 però no era clar que fos 
Ustilago syntherismae , ni es podia confirmar que la possible hifa penetrés dins els teixits. 
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Figura 4-4   Possible estructura d’una teliòspora de Ustilago syntherismae entrant pel 
mesocòtil de Digitaria sanguinalis. 
La metodologia emprada per Ingold (1983, 1989) permet que les espores de diferents espècies 
d’Ustilaginals cultivades en placa de petri amb agar malta 0.2% germinin i originin un probasidi. 
Com mostra la figura 1-7 moltes espècies, però no totes, d’Utilago formen esporidis a partir de les 
cèl·lules del probasidi. Els esporidis permeten restablir la fase dicariòtica que és infectiva. Els 
resultats obtinguts d’aquest experiment no han permès veure producció d’esporidis, ni tampoc 
afirmar d’una manera categòrica que les hifes d’Ustilago syntherismae siguin infectives. 
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4.4. Resultats de l’experiment d’infecció, amb cambra de buit, de 
llavors de Digitaria sanguinalis i teliòspores de Ustilago 
syntherismae en paper de filtre groc. 
Entre les dues repeticions d’aquest experiment es van sembrar 50 plaques de Petri amb filtre 
groc. A cada placa es van posar 25 llavors, en total 1250 llavors, tot seguint el decalatge de temps 
que vam determinar amb els anterior experiments.  
De totes les preparacions que es van muntar només va ser possible veure les hifes del fong dins de 
la plàntula a partir de 14 dies d’iniciar l’experiment. No va ser possible veure cap procés de com 
les hifes penetren dins dels teixits. 
Tot apunta a que el tractament de transparentat amb NaOH es massa agressiu per a les hifes que 
es troben a l’exterior o pròximes a aquest i durant el procés es destrueixen. És necessari provar 
formes alternatives de transparentat que siguin menys agressives, com utilització d’altres químics 
orgànics o aquosos (Sandoval, 2005) per poder veure les hifes infectives fora dels teixits. 
A continuació es mostren una sèrie d’imatges (4-6, 4-7, 4-8) on es pot apreciar el fong dins de la 
plàntula infectada. 
 
Figura 4-5  Hifa d’Ustilago syntherismae observada a 400 augments. 
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Figura 4-6  Hifes d’Ustilago syntherismae dins dels teixits de la radícula d’una 
plàntula de Digitaria sanguinalis.  
 
Figura 4-7  Hifes d’Ustilago syntherismae dins dels teixits del mesocòtil d’una 
plàntula de Digitaria sanguinalis.  
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4.5. Comparació de germinació i desenvolupament del basidi 
Amb els diferents experiments realitzats s’han obtingut una sèrie d’imatges de la germinació de 
teliòspores i del desenvolupament del basidi d’Ustilago syntherismae. Amb aquestes imatges es 
pot fer una comparativa entre Ustilago syntherismae i les espècies estudiades per Ingold 
(1983,1989), Ustilago tritici i Ustilago scrobiculata (figura 4-9). 
L’autor mencionat indica que la formació d’hifes dicariòtiques en Ustilago tritici i Ustilago 
scrobiculata es produeix a partir de la unió de dos nuclis compatibles del basidi mitjançant un 
pont entre cèl·lules. En aquestes dues espècies no s’observa producció d’esporidis. A partir de les 
observacions realitzades en aquest treball i l’anàlisi de les imatges obtingudes, Ustilago 
syntherismae sembla que presentaria un cicle vital similar al de Ustilago tritici i Ustilago 
scrobiculata, amb absència de formació d’esporidis i consecució de la fase dicariòtica per el que 
Ingold anomena “knee-junction”. A la fotografia de la figura 4-10, una vegada ampliada i 
contrastada, es pot apreciar una estructura que apareix a partir de dues cèl·lules contigües del 
probasidi que formen sengles hifes que es fusionen. Aquesta estructura podria ser la que 
permetria la fusió de nuclis compatibles i el restabliment del dicàrion, condició imprescindible per 
tal de que es produeixi la infecció per part del fong. 
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Figura 4-8 Comparació de les estructures del basidi d’Ustilago syntherismae amb Ustilago tritici (esquema 
redibuixat a partir d’Ingold (1983)). 
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Figura 4-9 Ampliació d’una teliòspora d’Ustilago syntherismae germinada on es 
pot veure la unió de dos cèl·lules oposades que donen com a resultat una hifa 
dicariòtica. 
Tal com es va comentar a l’apartat 4.2 no s’han observat la formació d’esporidis per Ustilago 
syntherismae. Aquesta característica fa que Ustilago syntherismae es diferencií d’Ustilago hordei, 
Ustilago avenae, Ustilago hypodites, etc. 
Es poden veure més figures del desenvolupament del basidi en Ustilago syntherismae a l’annex B. 
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Conclusions 
No es presenta sincronia en els processos germinatius de cariòpsides i d'espores. Primer s'observa 
que germinen les llavors de D. sanguinalis i les teliòspores de U. syntherismae ho fan després. 
Per tal de procedir a la infecció de plàntules de D. sanguinalis per entrada d'hifes de U. 
syntherismae, el decalatge òptim és d’unes 24 hores. Primer es sembren les teliòspores del fong i 
a continuació les llavors de Digitaria sanguinalis.  
No s'ha pogut observar en cap de les preparacions realitzades en els diferents experiments les 
fases inicials de l'entrada d'hifes infectives del fong en les plàntules. 
La presència del fong a l'interior de les plàntules (un cop produïda la infecció o entrada) s'ha 
observat en diverses ocasions en les zones del mesocòtil i de la radícula. 
Del sistemes provats, el del paper de filtre groc va ser l'únic que va permetre observar plàntules 
infectades. En canvi, els experiments que es van fer amb agar malta 0,2% seguint el mètode 
d'Ingold (1983) no van permetre observar processos infectius. 
En el desenvolupament del basidi, s’intueix (sense haver realitzat les proves confirmatives) la 
formació d’hifes dicariòtiques a partir de la unió de dos nuclis compatibles del basidi mitjançant 
un pont entre cèl·lules que sembla ser una característica compartida amb Ustilago tritici i Ustilago 
scrobiculata (Ingold, 1989). Per tant Ustilago syntherismae sembla presentar similituds en aquest 
aspecte amb Ustilago tritici i Ustilago scrobiculata. 
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Annex A - Preparació Agar Malta 0,2%, Autoclavat i 
Preparació del Medi de cultiu 
                                                                          
Materials: 
 Agar Extracte de Malta  
 Agar Bacteriològic Tipus Americà 
 Aigua destil·lada 
 Balança de Precisió 
 2 Safates de contenció 
 2 Espàtules 
 1 Proveta de 100ml 
 1 Flascó d’autoclau de 250ml 
 30 Plaques de Petri de plàstic 
 Autoclau 
Procediment: 
1. Preparació de l’agar: 
a. Mesurarem en una safata de contenció 0.3g de Agar Bacteriològic Tipus Americà 
amb la balança de precisió fent servir una espàtula. 
b. Mesurarem en una altre safata de contenció 1.4g de Agar Extracte de Malta amb 
la balança de precisió fent servir una espàtula. 
c. Mesurem 100ml d’aigua destil·lada amb la proveta de 100ml. 
d. Introduïm els dos agars al flascó per autoclau de 250ml i amb l’aigua de la 
proveta netegem les safates de contenció per recollir el agar que s’ha quedat 
adherit. 
e. Acabem de buidar l’aigua restant a la proveta dins del flascó de autoclau, 
tanquem el flascó i agitem durant 5 minuts. 
2. Autoclavat del flascó: 
a. Comprovem que l’autoclau té aigua suficient i que les aixetes estan tancades 
correctament. 
b. Introduïm el flascó amb el tap desenroscat dins l’autoclau. 
c. Preparem l’autoclau indicant: 
i. 121ºC 
ii. 20 minuts 
d. Encenem l’autoclau i esperem fins que l’indicador de pressió disminueix al punt 
inicial 0 bar. 
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3. Preparació de les plaques: 
a. Netegem la cambra de flux laminar amb alcohol per tal d’esterilitzar la zona de 
treball. 
b. Obrim el ventilador per generar la circulació d’aire de flux laminar i les llums. 
c. Omplim amb el flascó les plaques, movent-les circularment per tal que l’agar 
líquid cobreixi la superfície completa de la placa. 
d. Tapem les plaques i les deixem refredar. 
e. Si no es fan servir en 24h cal posar Parafilm® per evitar la dessecació. 
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Annex B – Sèrie de figures de les estructures observades 
en les ramificacions de teliòspores d’Ustilago 
syntherismae 
 Figura AnnexB-1  Espores d’Ustilago syntherismae germinades i ramificades en 
diferents estructures. En cap d’elles s’observa producció d’esporidis. 
